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大鼠肺组织中
a l

和 日受体的检定

孙耕耘 毛 宝龄 吕宝璋
,

(第三军医大学新桥医院呼吸中心 ) 6 3。。 3 7

本实验用放射性配鉴结合分析法
,

测定

大鼠肺组织细胞膜中
a `
和 p肾上腺素能受体

(简称
a ,

和 p受体 )
。

1 材料与方法

1
.

1 试剂
, H

一

呱哇嗓 (
,

H
一

P Z
,

比放 射性 0
.

7 T B q / m m o
l )

和
’ H

一

双氢烯丙洛尔 (
,

H
一

D H A
,

比放射性 2
.

6 T B q /

m m o l )均为英国 A m e r s h a m 产品 ; 2
,

5
一

二苯基恶哇

(P P O )和普蔡洛尔为 iS g m a

产品 ,酚妥拉明 (瑞士
C ib a 一 G e i g y 公司 )

。

1
.

2 肺组织细胞膜的制备

雄性 W is t a r

大鼠
,

体重 1 8 0 ~ 2 3 0 9
。

取其肺组织

置 冰 冷 T
r is 一 H e L ( s o m m o l / L

,
p H 7

.

4 5
, `

含

1 0 m m o
l / L M g C I

: )液 中匀浆
,

然后 以 4 0 0 x g 离心

I Om in
,

取上 清液 行低 温 高速 离心 ( 35 0 00 x g
·

Z Om in )
。

取沉淀匀浆后制成膜制剂
,

调配其蛋白浓度

在 Z m g /ml 左右
。

1
.

3
,

放射性配基结合分析

1
.

3
.

1 结合饱和实验
:

取 2 0 0川膜制剂与浓度递增

的
’ H

一
P Z ( 0

.

5 ~ 4
.

s n m o
l / L ) 在 3 7 ,C 水浴反应 l o m i n

后
,

迅速经负压抽滤
。

滤膜烘干后置含。
.

5 % P P O 的

甲苯 中
,

以 L K B
一

工2 1 7液闪计数仪测放射性
。

根据

S e a t e
h

a r d 公式求得
a l

受体的最大结合容量 ( B o
a x )

和平衡解离常数 ( K
。 )

。

p受体检测与上述相似
。

即膜

制剂 1 0 0产1与最终浓度为 ( 0
.

4 ~ 2
.

4 n m o
l / L )的

’
H

-

D H A在 3 7℃水浴中反应 s m in 后抽滤
。

其余操作同前
.

1
.

3
.

2 动力 学研究
:

膜制剂 2 0 0川与终浓度为

2
.

4n m ol / L 的
’
H

一
P z 混合或膜制剂 1 0 0川与终浓度

为 1
.

6n m ol / L 的
’

H
一

D H A 混合
,

在 37 ℃ 水浴中作不

同时间孵育
,

以观察
Q l

和 p受体的结合反应动力学
.

当反应达到平衡时
,

加入过量的非标记配基酚妥拉

明或普蔡洛尔
,

同样在37 ℃水浴中反应不同时间
,

以

了解
a l

和 p受体的解离动力学
。

1
.

3
.

3 结合竞争实验
:

膜制剂 2 00 川与终浓度为

2
.

4 n m ol / L 的
’ H

一
P Z 混合

,

加不同浓度的酚妥拉明

或山蓑若碱
,

置 37 ℃水浴中反应 1 m0 m ,

膜制剂 1。。闪

与终浓度为 1
.

Z n m ol / L 的
3

H
一

D H A 混合
,

加不同浓

度 的普 蔡 洛 尔 或 异 丙 肾上 腺 素
,

在 37 ℃水 浴

中反应 s m in
.

按常法操作并测放射性
。

根据对数
一 l

o g it 法求出非标记配基的 I C 、 。

值
。

2 结果

2
.

1 结合饱和 实验

图 1显示
,

正常大鼠肺组织细胞膜制剂与
3

H
-

P Z 的结合
,

随着后者浓度的增高而渐趋饱和
,

至

4
.

o n
m

o
l / L 时达到平衡

。

求得
a l

受体的 B m a x 为 1 9 5

士 1 2 f m
o

l / m g 蛋 白和 K
。

为 2
.

5 2 士 0
.

g l n m o l / L ( 1 1

只大鼠肺的均值 )
。

膜制剂与
’ H

一

D H A 的结合也随着后者浓度的递

增而趋于饱和
,

至 2
.

o n m ol / L 时达到平衡 (图 2)
.

求

得 p受体的 B m
a x
值为 7 9 9土 9 6 f m

o
l / m g 蛋白

,

K
。
为

9
.

1 6士 2
.

峨o n m o l / L (一。只大鼠肺的均值 )
.

炭2]H0n07秘让仪氏认

绷300

ǎ们姻国日/10任Jù司匕。

彻一翻B ( f m o l / m . 蛋 白 ) 豁
m

劣60 5 4 0

/ m g 蛋 白 )

00000
一卜匕乙g如蚜

l28’“朋。
ǎ扭佩.̀/10̀ùN)头![H乙如姗公

1 6 2 屯 3 2 4
.

心 4
.

8

[
3

H〕一 P Z ( n m o l儿 )

0
.

0 0
.

峪 O B

[
J

H ] D l于A (川 n o l / L )

图 1 正常大鼠肺组织细胞膜中
Q ,

受体与
’

H
-

P Z 结合的饱和曲线和 S e a t e
h

a r
d 图

·

军事医学科学院基础所

图 2 正常大鼠肺组织细胞膜中 p受体与
3

H
-

D H A 结合的饱和曲线和 S
e a t e h a r

d 图
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2
.

2动力学研 究

图 3表明
,

膜制剂与
’ H

一

P Z 共同孵育
,

达半数最

大结合量的时间约 Zm in
,

在 s im n 时达到平衡
;
加入

过量酚妥拉明后
,

解离半量受体一配基复合物所需

时间为 2
.

s m in (图 4)
;

说明缔合和解离均是可逆的
。

|沁ì
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5

时间 (m i n )

图 3 肺组织细胞膜与
’ H

一

P Z 结合动力学 图 4 肺组织细胞膜与
3

H
一

P Z 解离动力学

p受体的动力学研究表明
,

达半数最大结合量

的时间约 1
.

s m in
,

在 s m in 时达到平衡
;
加入过量普

蔡洛尔后
,

解离半量受体一配基复合物所需时间约

2
.

o m i n
(图 5

,

图 6 )
.

吞 一飞

卜队I--L
804020600

(%)翻巾织长暇
卜哎出O|ē沈

.

目名中姗SOB幼40200ǎ次à喇如姗杖嘱
卜记出O|ē工乙留巾姗

2 3 4 5 6 7 8

时间 (m i n ) 时间 ( m i n )

图 5 肺组织细胞膜与
3

H
一

D H A 结合动力学 图 6 肺组织细胞膜与
3

H
-

D H A 解离动力学

2
.

3 结合竞争实验

酚妥拉明幻 山蓖若碱对正常大鼠肺脏
Q ,

受体

与
3
H

一

P Z 的结合具有竞争性抑制作用
,

其 I cs
。

值分

别为 2 0
.

5 士 4
.

s
n m o

l / L 和 6 7
.

1 士 5
.

5拜m o
l / L

。

( 士 )

异丙肾上腺素和 ( 土 )普蔡洛尔对 p受体与
’
H

一
D H A

的结合具有竞争性抑制作用
,

其 IsC
。

值分别为 38
.

3

士 8
.

s n m o
l / L 和 0

.

5 1 士 0
.

4 5 n
m

o
l / L

。

3 讨论

一般认为
,

受体与配基的结合应具有可

饱和性
、

可逆性
、

高亲和力等基本特征
` ,

·
2 , 。

欲

鉴定组织中不在着某种受体
,

必需判定是否

具备上述特征
。

关于定量检测受体的方法
,

目前仍以放

射性 配基结 合分 析 最为 常 用
。 a l

受体 拮 抗

剂
3
H

一

P Z 和 日受体拮抗剂
3
H

一

D H A 均 为特异

性 标记配基
。

本实验表明
, ’

H
一

P Z 或
3
H

一

D H A

与肺 组织细 胞膜 制剂 的特异 结合
,

分 别在

4
.

o n m o l / L 和 2
.

o n m o l / L 时达到饱和
。

当加

入 非标记配基酚妥拉 明或普蔡洛尔时
,

各 自

的受体一配基复合物都能在 2
.

s m in 内解离

一半
,

表 明了结合的可逆性
。

二种 受体 的 K
D

值均在
n m ol / L 水平

,

显示受体与配基 的结
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合呈高亲和力
。

故可证明
, 3

H
一

P Z 或
3

H
一

D H A

与肺组织细胞膜制剂的结合部位就是
a l

受体

或 日受体
。

大 鼠肺
Q I

和 p受体的 B m a x
值较大

,

提

示两种受体的含量丰富
。

此外
,

大 鼠肺 p受体

的亚型分 布与人肺相似
,

其 p
,

/日
2

值均 为 l/

3` 3 , 。

因而大鼠肺是研究肾上腺素能受体的理

想组织
。

过去
,

多根据山蓑若碱的药理作用
,

推测

它可拮抗
a ,

受体
。

本实验直接证明
,

山蓑若

碱对
Q :

受体有竞争抑制作用
,

其 I C S。

值较酚

妥拉明低 3 x l护倍
,

表 明它是一种弱
a ,

受体

拮抗剂
。

关键词 受体
,

肾上腺素能
.

肺脏
,

大鼠
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支气管肺炎患儿血清中几种维生素含量的变化

李华强 姚忠凯 侯淦泉
.

覃世文 (第三军医大学大坪医院儿科 ) 6 3 0 0 42

随着我国人 民生活水平的不断提高
,

单

纯性维生素缺乏症越来越少见
。

但是
,

在某些

疾病
、

感染
、

妊娠等维生素需要量增高时
,

有

可能发生维生素缺乏症
。

由此
,

我们对 34 例支

气管肺炎患儿测定 了血清 中多种维生素含

量
,

以了解肺炎对其含量的变化
。

对象和方法

1
.

1 对象

1
.

1
.

1 正常对照组
:

均为健康儿童28 例
,

男 13 例
,

女

1 5例
,

年龄 1 ~ 6岁
,

平均 3岁 4个月
。

1
.

1
.

2 肺炎组
:

1 9 9 0年 3月至 1 9 9 1年 1月住院符合卫

生部颁布小儿肺炎防治方案诊断标准者 34 例
,

重症

肺炎 4例
,

轻症肺炎 30 例
,

男 21 例
,

女 13 例
,

年龄 3个月

至 8岁
,

平均 3岁2个月
。

患儿均系市区
,

营养中等或良

好
,

饮食 自备
,

正常进食
,

住院期间未用各种维生素

制剂
。

1
.

2 方法

患儿住院翌 日晨及出院前分别抽静脉血测定维

生素 A
、

E
、

C
、

B
, 、

B
:

含量
。

1
.

2
.

1 血清维生素 A
、

E 测定
:

荧光法川
。

1
.

2
.

2 血清维生素 C 测定
:

分光光度计法
` 2) 。

1
.

2
.

3 血清维生素 B
l 、

B Z

测定
:

荧光法 (3)
。

1
.

3 统计处理

显著性 t 检验
,

以 厉 士 `
表示

。

2 结果

支气管肺炎患儿血清维生素 A
、

E
、

c
、

B , 、

B
Z

含

量变化见附表
。

附表 支气管肺炎患儿血清维生素含量的改变

v i t A (产m o l / L ) v i t E (拜m o l / L ) v i t C (拼m o l / L ) v i r B
,

(拜 rn o l / L ) v i t B : (拜m o l/ L )

恢复期

对照组

0
.

6 2士 0
.

2 2△△

1
.

0 1士 0
.

3 2减

0
.

9 5士 0
.

2 2

10
.

7 1士 3
.

0 6△△

14
.

9 4土 5
.

2 6城

1 7
.

4 3士 4
.

0 1

4 4
.

8 1士 1 6 4 2

5 7
.

4 9士 1 8
.

1 1 奋

5 0
.

8 4士 6
.

9 7

0
.

1 5 5士 0
.

0 3

0 1 5 9士 0
`

0 3

0
.

1 6 6士 0
.

0 4

0 22士 0
.

0 6

0
.

2 4士 0 0 9

0
,

2 4士 0
.

0 6

别一组期

△△ :

极期 与对照组比较 P < 。
.

0 1 ; 狱 :

极期与恢复期比较 p < 0
.

05
。
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